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DOI: https://doi.org/10.22263/2312-4156.2018.4.72ОСОБЕННОСТИ  ЭМБРИОТОКСИЧЕСКОГО  ДЕЙСТВИЯ  ДИИЗОНОНИЛФТАЛАТА  В  ЭКСПЕРИМЕНТАХ  НА  ЛАБОРАТОРНЫХ  ЖИВОТНЫХГРЫНЧАК В.А., СЫЧИК С.И., ВЛАСЕНКО Е.К., ИЛЬЮКОВА И.И., АФОНИН В.Ю.Научно-практический центр гигиены, г. Минск, Республика БеларусьВестник ВГМУ. – 2018. – Том 17, №4. – С. 72-77.THE PECULIARITIES OF THE EMBRYOTOXIC ACTION OF DIISONONYL PHTHALATE IN EXPERIMENTS ON LABORATORY ANIMALSGRYNCHAK V.A., SYCHIK S.I., VLASENKO E.K., IL’YUKOVA I.I., AFONIN V.Y.Scientifi c-Practical Centre of Hygiene, Minsk, Republic of BelarusVestnik VGMU. 2018;17(4):72-77.ГИГИЕНАРезюме.Изучение особенностей токсического действия диизононилфталата на лабораторных животных показало ини-циирование тератогенных эффектов у крыс при внутрижелудочном введении самкам на протяжении периода беременности. Уровень воздействия 10000 мг/кг фталата характеризовался увеличением общей постимпланта-ционной и эмбриональной смертности, наличием множественных (сочетанных) пороков развития эмбрионов. Постнатальное развитие потомства характеризовалось нарушением функции эндокринной системы: щитовидной и половых желез, приводящим к развитию первичной тестикулярной недостаточности и тиреотоксикозу. В экс-перименте установлена максимально недействующая доза 10 мг/кг. Элементами механизма эмбриотоксического действия диизононилфталата являются нарушения процессов клеточной дифференцировки, ДНК-повреждающее действие и цитотоксические свойства фталата, которые приводили к образованию полиплоидных клеток в селе-зенке при однократном внутрибрюшинном воздействии фталата в опытах на белых мышах, и к накоплению лей-коцитов периферической крови с нарушениями генетического аппарата и дифференцировки (накопление сегмен-тоядерных клеток, микроядер, клеток с признаками некроза) при субхроническом внутрижелудочном введении самцам белых крыс.Ключевые слова: диизононилфталат (ДИНФ), эмбриотоксичность, эндокринная система, гормоны, клеточный цикл.Abstract.The study of the peculiarities of diisononyl phthalate toxic effects on laboratory animals showed the initiation of teratogenic effects in rats on intragastric administration to females during the gestation period. The exposure level of 10,000 mg/kg of phthalate was characterized by an increase in total postimplantation and embryonic mortality, the presence of multiple (combined) malformations of embryos. Postnatal development of the offspring was characterized by the disturbance of the endocrine system function: the thyroid and sex glands, leading to the development of primary testicular insufficiency and thyrotoxicosis. In the experiment, the most inactive dose was 10 mg/kg. Elements of the embryotoxic action mechanism of diisononyl phthalate are the disturbances in the processes of cell differentiation, DNA damaging effect and cytotoxic properties of phthalate, which led to the formation of polyploid cells in the spleen on single intraperitoneal impact of phthalate in experiments on white mice, and accumulation of peripheral blood leukocytes with disorders of the genetic apparatus and differentiation (accumulation of segmentated cells, micronuclei, cells with the signs of necrosis) on subchronic intragastric introduction to male white rats.Key words: diisononyl phthalate, DINP, embryotoxicity, endocrine system, hormones, cell cycle.
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ВЕСТНИК ВИТЕБСКОГО ГОСУДАРСТВЕННОГО МЕДИЦИНСКОГО УНИВЕРСИТЕТА, 2018, ТОМ 17, №4В настоящее время широкое применение для производства изделий на полимерной основе находит новое соединение – диизононилфталат (ДИНФ), химические свойства которого позволя-ют отказаться от существующих пластификато-ров – дибутилфталата и диоктилфталата.По данным Всемирной организации здра-воохранения, фталаты оказывают негативное воз-действие на эндокринную и нервную системы, обладают способностью индуцировать ряд от-даленных эффектов, включая канцерогенные. В частности, соединения с такими свойствами при-сутствуют в изделиях медицинского назначения, что требует проведения полной токсикологиче-ской оценки и гигиенического регламентирова-ния ДИНФ в данном виде продукции.Одним из компонентов изучения возможно-го отрицательного воздействия вредного химиче-ского фактора является идентификация опасности репродуктивной токсичности, что достигается пу-тем экстраполяции на человека эксперименталь-ных данных, полученных в опытах на целостном организме животного. Объектом исследования по-служил диизононилфталат – сложный эфир фтале-вой кислоты, представляющий собой прозрачную бесцветную маслянистую жидкость, без запаха, практически нерастворимую в воде, регистраци-онный № CAS: 28553-12-0, эмпирическая фор-мула С26Н42O4, молярная масса 418,62 г/моль, плотность 0,97 г/см3. Целью настоящих исследований являлось изучение отдельных аспектов механизма влияния диизононилфталата на репродуктивную функ-цию белых крыс с учетом изменений, возникаю-щих в постнатальном развитии.Материал и методыИзучение эмбриотоксичности проводили по методу, предложенному А.А. Динерман [1]. Суть данного метода заключается в комбиниро-ванной схеме постановки эксперимента по из-учению эмбриотоксического и тератогенного действия с учетом состояния потомства в пост-натальном периоде при многократном внутриже-лудочном введении изучаемого фталата в дозах 10, 100, 1000 и 10000 мг/кг самкам белых крыс на протяжении периода беременности. Наличие аномалий развития внутренних органов эмбрио-нов определяли с помощью метода сагиттальных срезов, предложенного W. Wilson в модификации [2]. Все срезы просматривали с помощью бино-
кулярной лупы МБС-1 (Россия). Изучение состо-яния потомства в постнатальном периоде прово-дили с использованием показателей физического развития (массы и длины тела), гормонального статуса (наборы ХЕМА, Россия, автоматиче-ский фотометр для микропланшетов ELX808 BioTek Instruments Inc, США), функциональных и морфометрических показателей гонад. Морфо-функциональные показатели гонад изучали по показателям общей концентрации сперматозои-дов, концентраций подвижных и неподвижных сперматозоидов, средней скорости подвижных сперматозоидов при помощи спермоанализатора БИОЛА АФС-500-2 (Россия). Для более детального изучения механизмов (особенностей) токсического действия ДИНФ применяли цитогенетические методы исследо-вания. При однократном внутрибрюшинном вве-дении ДИНФ в концентрации 2000 мг/кг через 24 часа проведен метафазный анализ аберраций хромосом в клетках костного мозга и селезенки аутбредных белых мышей массой 18-20 грамм [3]. Контрольная и опытная группы содержали по 3 особи самцов, от каждого животного учитывали 100 метафаз в костном мозге и селезенке. Перед взятием костного мозга и селезёнки животным за 1,5-2 часа для накопления метафаз вводили вну-трибрюшинно 0,1% раствор колхицина в объеме 0,2 мл/мышь.Цитогенетическое исследование мазков крови (по 300 лейкоцитов на каждый уровень доз) производили на светооптическом уровне при по-мощи микроскопа Zeiss (Германия) при субхро-ническом (5 дней в неделю в течение 2-месячного опыта) воздействии доз 100, 1000 и 10000 мг/кг ДИНФ на организм самцов белых крыс. Результаты исследований обрабатывали общепринятыми методами. Различия между кон-трольными и опытными группами считались ста-тистически значимыми при р<0,05. Обращение с животными соответствовало основным эти-ческим принципам надлежащей лабораторной практики [4].Результаты и обсуждениеНа протяжении эксперимента (период бере-менности и роды) гибель и клинические призна-ки интоксикации самок крыс в опытных группах и контроле отсутствовали. Изучение эмбриональ-ного развития потомства крыс в дозе 10000 мг/кг достоверно показало снижение числа живых 
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VESTNIK VITEBSKOGO GOSUDARSTVENNOGO MEDITSINSKOGO UNIVERSITETA, 2018, VOL. 17, N4эмбрионов и среднего числа особей в помете на одну самку по сравнению с контролем. Увеличи-лось число погибших эмбрионов, как следствие достоверно изменилась общая эмбриональная и постимплантационная смертность. В остальных опытных группах показатели оставались в преде-лах нормального эмбриогенеза.При внешнем осмотре эмбрионов и при из-учении состояния их внутренних органов мето-дом сагиттальных срезов контрольной группы и группы при воздействии 10 мг/кг ДИНФ откло-нений от анатомической нормы не обнаружено. В опытной группе при воздействии 100 мг/кг фта-лата установлено уменьшение размера глазных яблок у 5 эмбрионов (микрофтальмия, 4,8%). Эта же аномалия развития наблюдалась и в группах, получавших 1000 и 10000 мг/кг изучаемого со-единения, при этом выявлен ряд аномалий раз-вития плодов: частичное отсутствие свода че-репа, черепно-мозговая грыжа, гидроцефалия, анэнцефалия, микрогнатия, гипоплазия нижней доли легкого, отсутствие межжелудочковой пере-городки, эвентрация кишечника и/или печени. Доза 10000 мг/кг ДИНФ вызывала множествен-ные пороки развития, которые характеризовались сочетанием эвентрации кишечника и/или печени, микрофтальмии, анэнцефалии, гидроцефалии, акронии, отсутствием межжелудочковой пере-городки. Таким образом, морфологически были обнаружены признаки выраженного негативного (тератогенного) действия на плод.Наблюдения за процессом постнатально-го развития крысят проводили, начиная со дня рождения до 60-дневного возраста. Установлено, что по параметрам физического развития подо-пытные крысята не отличались от контрольных. Так, независимо от групповой принадлежности, отлипание ушной раковины у крысят наступало на 2-3 день жизни, обрастание шерстью на 5-6 дни, прорезывание резцов на 8-9 день жизни, от-крытие глаз – на 13-16 день жизни.При изучении показателей состояния ре-продуктивной системы потомства (самцы крыс) на 60-й день жизни произведено умерщвление животных подопытных групп методом мгновен-ной декапитации. Макроскопическое обследо-вание семенников и придатков у животных всех групп не обнаружило видимой патологии. В по-допытных группах не наблюдалось достоверных отклонений показателей, характеризующих ге-неративную функцию – ориентировочные коэф-фициенты масс семенников и придатков, общей 
концентрации, концентрации подвижных и не-подвижных сперматозоидов, средней скорости подвижных сперматозоидов.Результаты исследования гормонального статуса потомства белых крыс свидетельствуют о том, что воздействие ДИНФ в дозах 100 и 1000 мг/кг вызывает у самцов достоверное повышение уровней общего тироксина в 2,3 и 2,0 раза, тире-отропного гормона − в 2,3 и 2,1 раза, снижение концентрации тестостерона в 2,9 и 2,3 раза по сравнению с контролем. В диапазоне изученных доз фталат не оказывал влияния на уровни свобод-ного трийодтиронина и свободного тироксина, кортизола, дигидроэпиандростерона-сульфата, 17-ОН-прогестерона, прогестерона, эстрадиола, лютеотропного и фолликулостимулирующего гормонов, тиреоглобулина у животных в постна-тальном периоде. Доза 10 мг/кг ДИНФ не при-водила к сдвигам гормонального статуса самцов потомства и в условиях данного эксперимента является максимально недействующей.Как следует из полученных данных, у жи-вотных в постнатальном периоде развития изуча-емый фталат вызывает гиперфункцию щитовид-ной железы вторичного характера с локализацией патологического процесса в звене управления: гипофизе и/или гипоталамусе. На это прежде всего указывает увеличение уровня тиреотроп-ного гормона на 134% и 108% с одновременным повышением количества общего тироксина на 127% и 102% в дозах 100 и 1000 мг/кг ДИНФ, соответственно. Указанные гормональные сдвиги свидетельствуют о развитии тиреотоксикоза [5], вызванного повреждающим действием ДИНФ в период эмбриогенеза.Важной особенностью токсического дей-ствия ДИНФ является его антиандрогенная ак-тивность, которая проявляется у самцов потом-ства снижением уровня тестостерона на 66% и 56% при воздействии доз 100 и 1000 мг/кг, соот-ветственно. Принимая во внимание тенденцию к увеличению продукции гонадотропинов (лю-теотропного и фолликулостимулирующего гор-монов) при воздействии указанных доз ДИНФ, такие нарушения в системе «гипоталамус-ги-пофиз-половые железы» указывают на наличие первичной тестикулярной недостаточности [5].Таким образом, исследование гормональ-ного статуса потомства белых крыс выявило сдвиги постнатального развития, вызываемого воздействием ДИНФ в период беременности, которые проявляются нарушением функции эн-
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ВЕСТНИК ВИТЕБСКОГО ГОСУДАРСТВЕННОГО МЕДИЦИНСКОГО УНИВЕРСИТЕТА, 2018, ТОМ 17, №4докринной системы: щитовидной и половых желез, затрагивая систему обратной регуляции «головной мозг-эндокринная железа». Измене-ние функционирования структур головного моз-га у потомства может быть связано с наличием тератогенных эффектов изучаемого соединения − анэнцефалией, гидроцефалией, акранией, заре-гистрированных в период эмбриогенеза.Анализ цитогенетических препаратов кост-ного мозга и селезенки показал, что ДИНФ в дозе 2000 мг/кг при однократном внутрибрюшинном введении белым крысам не вызывает через 24 часа достоверного увеличения аберраций хромо-сом (p>0,05) в анализируемых органах. Так, на 100 учитываемых клеток процент аберрантных метафаз костного мозга составил в контроле − 1,0 [1,0;2,0], в опытной группе − 1,0 [1,0;3,0], в селезенке составил в контроле − 1,0 [0,0;1,0], в опытной группе − 0,0 [0,0;1,0]. При этом абер-рации представлены одиночными фрагментами хромосом. На цитогенетических препаратах также проведен анализ числа клеток с признаками кари-орексиса (апоптоза) и полиплоидов на 100 учиты-ваемых метафаз. Установлено отсутствие клеток с признаками апоптоза (интерфазный тип гибели) в костном мозге контрольной и опытной групп. В селезенке, для клеток которой характерна интер-фазная гибель, обнаружено, что в опытной группе количество клеток с признаками апоптоза соста-вило 1,0 [1,0;1,0], что оказалось в 5 раз меньше (р<0,05) чем в контрольной − 5,0 [4,0;6,0]. Подсчет числа полиплоидов показал, что в костном мозге, где характерно присутствие большого числа таких клеток в норме, различий между контролем – 47,0 [41,0;50,0] и опытной группой – 45,0 [38,0;46,0] не обнаружено. В селе-зенке лабораторных животных опытной группы зарегистрировано увеличение числа полиплои-
дов в 4 раза по сравнению с контролем (р<0,05): в опыте – 8,0 [6,0;10,0], в контрольной группе – 2,0 [1,0;3,0] на 100 метафаз. Следовательно, при однократном внутри-брюшинном введении белым мышам ДИНФ не проявляет мутагенных свойств (не увеличивает число хромосомных аберраций в костном мозге и селезенке), но приводит к изменению процессов деления, дифференцировки и гибели клеток селе-зенки, что может оказывать влияние на кроветво-рение и иммунитет. Образование полиплоидных клеток может считаться маркером токсического действия изучаемого фталата.Цитогенетический анализ мазков крови по-казал, что внутрижелудочное введение ДИНФ в условиях субхронического опыта вызывало у самцов белых крыс увеличение количества лей-коцитов с нарушениями генетического аппарата (табл. 1).Как следует из таблицы 1, воздействие из-учаемого фталата в дозах 100 мг/кг и 10000 мг/кг приводило к увеличению количества клеток с микроядрами 4 типа в 10,7 раза и 6,4 раза (р<0,05), соответственно. Доза 100 мг/кг ДИНФ характери-зуется достоверным увеличением количества сег-ментоядерных лейкоцитов в 3,2 раза по отноше-нию к контролю. При воздействии доз 1000 мг/кг и 10000 мг/кг фталата зарегистрировано увеличе-ние количества лейкоцитов с признаками некроза в 6,1 раза и 5,1 раза (р<0,05), соответственно.Таким образом, в диапазоне изученных доз ДИНФ способен вызывать различные поврежда-ющие эффекты генетических структур: так, наи-меньшая испытанная доза 100 мг/кг усиливает процессы клеточной дифференцировки (проли-ферации) с одновременным увеличением количе-ства микроядер. Увеличение уровня воздействия до 1000 мг/кг приводит к реализации цитотокси-ческого действия фталата – регистрируется повы-Таблица 1 – Показатели состояния генетических структур лейкоцитов крови белых крыс при внутрижелудочном введении ДИНФ в субхроническом опыте, М±mДоза ДИНФ,мг/кг Количество клетокс микроядрами, % Количество полиморфно-ядерных клеток, % Количество клеток с признаками гибели, %1-3 типа 4 типа молодые формы сегменто-ядерные некроз апоптозконтроль 0,33±0,22 0,17±0,17 4,58±0,83 2,42±1,01 1,17±0,59 0,42±0,22100 0,17±0,11 1,82±0,63* 6,89±1,08 7,64±2,02* 3,98±1,01 0,33±0,331000 0,38±0,20 0,33±0,28 7,24±1,47 4,67±1,03 7,14±1,21* –10000 0,25±0,12 1,08±0,42* 6,00±1,00 4,75±0,95 5,92±0,95* 0,50±0,24Примечание: * – различия статистически достоверны, р<0,05.
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VESTNIK VITEBSKOGO GOSUDARSTVENNOGO MEDITSINSKOGO UNIVERSITETA, 2018, VOL. 17, N4шение количества клеток с признаками гибели по пути некроза, при этом не наблюдается усиления пролиферативной активности и увеличения ко-личества микроядер. Максимальная испытанная доза 10000 мг/кг химического соединения харак-теризуется как увеличением количества клеток с признаками некроза, так и увеличением клеток с микроядрами. Т.е. в целом, ДИНФ оказывает вли-яние на процессы клеточной дифференцировки, обладает ДНК-повреждающим действием и ци-тотоксическими свойствами, что может являться одним из возможных механизмов его эмбриоток-сического (тератогенного) действия.ЗаключениеКак показали результаты экспериментов, ДИНФ способен инициировать выраженные те-ратогенные эффекты у крыс при внутрижелудоч-ном введении самкам на протяжении периода беременности, такие как микрофтальмия, анэн-цефалия, гидроцефалия, акрония, микрогнатия, гипоплазия легкого, отсутствие межжелудочко-вой перегородки, эвентрация кишечника и/или печени. Максимально испытанный уровень воз-действия 10000 мг/кг фталата характеризуется увеличением общей постимплантационной и эм-бриональной смертности, наличием множествен-ных (сочетанных) пороков развития эмбрионов. При этом постнатальное развитие потомства ха-рактеризуется нарушением функции эндокрин-ной системы: щитовидной и половых желез, при-водящим к развитию первичной тестикулярной недостаточности и тиреотоксикозу. В экспери-менте установлена максимально недействующая доза 10 мг/кг ДИНФ, при которой признаков те-ратогенного и эмбриотропного действия не вы-явлено.
Важнейшими элементами механизма эм-бриотоксического действия ДИНФ являются нарушения процессов клеточной дифференци-ровки, ДНК-повреждающее действие и цитоток-сические свойства фталата, которые приводили к образованию полиплоидных клеток в селе-зенке при однократном внутрибрюшинном воз-действии фталата в опытах на белых мышах, и к накоплению лейкоцитов периферической крови с нарушениями генетического аппарата и диффе-ренцировки (накопление сегментоядерных кле-ток, микроядер, клеток с признаками некроза) при субхроническом внутрижелудочном введе-нии самцам белых крыс.
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